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2.-INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA), es una enfermedad maligna que se
caracteriza por una proliferacion descontrolada de células linfoides inmaduras que
invaden la médula ésea, bloqueando la hematopoyesis normal.®

En México, de acuerdo al ultimo registro epidemiolégico (2010), se estimaron
10,400 casos nuevos, correspondiendo al 9.6%  del total de canceres
diagnosticados ese afio; a nivel mundial representa del 25-30% de las neoplasias
en menores de 14 afos.

Actualmente se desconoce la etiologia de la LLA, pero existen varios factores que
incrementan el riesgo de desarrollar este tipo de padecimientos; dentro de estos
se incluyen los sindromes hereditarios, alteraciones del sistema inmunoldgico,
factores de riesgo ambientales, ocupacionales y factores de riesgos no
comprobados o controversiales.

Las caracteristicas clinicas de la LLA son anemia, fiebre y hemorragias y el
diagnostico definitivo de LLA se basa en la demostracion de blastos en médula
0sea que iguale o supere el 25% de la totalidad celular, ademas de la morfologia,
imnunofenotipo y citogenética.

Los estudios cromosdmicos de LLA durante las ultimas tres décadas han dado un
gran aporte al conocimiento de los cambios genéticos que ocurren en estas
enfermedades. El andlisis citogenético de las células tumorales ha revelado la
presencia de alteraciones cromosomicas clonales en mas de 30,000 neoplasias
humanas. Muchas de ellas se han caracterizado molecularmente, permitiendo la
identificacion de nuevos oncogenes y genes supresores de tumores implicados en
la génesis tumoral.?

En el caso de las LLA, se estima que hasta en el 60% existe una alteracion
cromosomica, principalmente  translocaciones, inversiones, deleciones,
monosomias y trisomias.”) Estas alteraciones, se ha reportado, influyen
directamente en el prondstico del paciente, ya que se relacionan con la respuesta
al tratamiento.

Es de vital importancia identificar las alteraciones cromosdémicas en los pacientes
pediatricos con LLA al momento del diagndstico para poder clasificarla en alto o
bajo riesgo de recaida , ademas de elegir el tratamiento adecuado.

Por ello el objetivo de este trabajo es reportar los hallazgos citogenéticos en
pacientes pediatricos con LLA.




3. MARCO TEORICO:

La LLA se caracteriza por la acumulacion de células linfoides malignas en la
médula 6sea y en muchos casos, en la sangre periférica. Es una enfermedad
heterogénea desde el punto de vista morfologico, citogenético, de marcadores de
superficie celular y en sus aspectos clinicos.

Epidemiologia:

Es la mas comun de las neoplasias de nifios y su frecuencia es mayor entre los 3
y 5 anos, predomina en el género masculino. Su incidencia anual es de 3 por
100.000 nifios™ Y representa el 23% de los diagnésticos en menores de 15 afios.
Aproximadamente, 2400 nifos y adolescentes menores de 20 afos son
diagnosticados de LLA en Estados Unidos.®

En México se reporta que el 30% de los nifios con cancer padecen leucemia, el
subgrupo mas afectado es el de los hombres, con una relacién 4:3; en cuanto a la
clasificacion de las leucemia, el tipo mas comun es la linfoide con el 81.3% de los
casos. Por grupo etario, el de 10 a 14 afos es el mas afectado con el 51.5%,
seguido del grupo de 5 a 9 arios con el 18.4%.(")

Etiologia:
Existen factores de riesgo que se han relacionado para el desarrollo de esta

entidad, dividiéndolos en varios grupos:

e Factores de riesgo genéticos:
o Sindrome de Down (trisomia 21), con un riesgo general de 2% a 3% de
presentar LLA.©®
o Sindrome de Li-Fraumeni: Mutaciones en el gen supresor de tumores
TP53®
o Neurofibromatosis ©
o Anemia de Fanconi

e Problemas hereditarios del sistema inmunoldgico
o Ataxia-telangiectasia
o Sindrome Wiskott-Aldrich
o Sindrome de Bloom
o Sindrome Schwachman -Diamond

¢ Hermanos o hermanas con leucemia, con un riesgo aumentado de dos a
cuatro veces mas que lo normal, incrementando entre gemelos idénticos.
Si un gemelo desarrolla leucemia infantil, el otro gemelo tiene
aproximadamente una probabilidad en cinco de desarrollar leucemia
también. El riesgo es mayor si la leucemia se desarrolla en el primer afo de
vida. Resultados de estudios moleculares demostraron metastasis
intrauterina de un gemelo a otro a través de la circulacion placentaria.




e Factores de riesgo ambientales
La radiacion y ciertas sustancias quimicas aumentan el riesgo de adquirir
leucemia en un lapso de seis a ocho afios después de la exposicion. Si un feto es
expuesto a radiacion durante los primeros meses de su desarrollo, también puede
haber un riesgo aumentado de leucemia en nifos.
La exposicion a medicamentos como ciclofosfamida, clorambucil, etopdsido y
tenipésido han sido relacionados con un mayor riesgo de leucemia. Estas
leucemias generalmente se desarrollan en un plazo de 5 a 10 afos a partir del
tratamiento y tienden a ser dificiles de tratar.
La exposicion a quimicos como benceno, pesticidas, se han relacionado con esta
enfermedad.®

e Supresion del sistema inmunoldgico
Los niflos que reciben un tratamiento intensivo para suprimir su sistema
inmunoldgico (trasplantados de érganos)
*  Factores de riesgo inciertos, no comprobados o controversiales®
o Exposiciébn a campos electromagnéticos (como vivir cerca de lineas
eléctricas).
o Vivir cerca de una planta de energia nuclear.
o Infecciones a temprana edad. Infecciones por el virus de Epstein
Barr se ha vinculado con LLA L3
o Edad de la madre cuando nace el nifo.

o Antecedentes de uso de tabaco de los padres.

o Exposicion fetal a hormonas (como dietilestilbestrol o pastillas
anticonceptivas).

o Exposicidon a sustancias quimicas y a solventes en el lugar de trabajo
del padre.

o Contaminacion quimica del agua subterranea.
o Dieta rica en nitratos.

Manifestaciones clinicas:

Las manifestaciones clinicas de la leucemia dependen del grado de insuficiencia
de la médula ésea, de infiltracion extramedular y de agudeza.
Cualquier érgano puede ser infiltrado por las células tumorales, pero esto es mas
frecuente en el higado, el bazo y los ganglios linfaticos; con mucha menor
frecuencia se afecta el sistema nervioso central, piel y mucosas, entre otros.
Los cuatro principales sindromes encontrados son:
% Sindrome anémico, que puede causar: fatiga, debilidad, mareo,
cefalea, disnea y palidez.
++ Sindrome febril: es a menudo el principal signo de infeccién, ya que
podemos encontrar infecciones recurrentes.




% Sindrome hemorragico: causado por disminucién en el recuento de
plaquetas, hematomas, equimosis y petequias, epistaxis frecuentes o
severas, sangrado en encias

% Sindrome infiltrativo: Higado y bazo aumentan de tamario.
Adenomegalias cervicales, axilares, supraclaviculares, inguinales.
Masas mediastinales, observada en 7 a 10% de nifios, que se localiza
en el mediastino anterior como resultado de infiltracion del timo.? Esta
masa puede llegar a comprimir los grandes vasos y la traquea e incluso
ocasionar sindrome de vena cava superior o sindrome mediastinico
superior, que se manifiesta con tos, disnea, ortopnea, disfagia, estridor,
cianosis, edema facial, aumento de la tensién intracraneal y, en
ocasiones, sincope.

Otros sintomas que podemos encontrar son: ‘Y

Artralgias: por la acumulacién de células leucémicas cerca de la superficie
del hueso o dentro de la articulacion.

Anorexia o hiporexia: la hepato y esplenomegalia pueden presionar otros
organos, como el estbmago, produciendo pérdida de apetito y pérdida de
peso con el tiempo.

Engrosamiento escrotal: que puede ser signo de leucemia testicular o
hidrocele secundario a obstruccion linfatica.

Afecciones oculares: como infiltracion leucémica de la orbita, retina, coérnea,
nervio optico o conjuntiva.

Diagno6stico:

Para orientarnos al diagnéstico es indispensable realizar varios estudios:

Biometria hematica

Quimica sanguinea

Electrdlitos séricos completos. La hipercalcemia es rara, pero cuando
aparece se debe a una proteina similar a la hormona paratiroidea que
proviene de la infiltracidon leucémica del hueso.

Pruebas de la funcion hepatica. Dehidrogenasa lactica (DHL) y acido urico.
Las concentraciones séricas de DHL son elevadas en la mayoria de los
pacientes y se relacionan con el grado de infiltracion leucémica y es un
marcador determinante para el prondstico de la enfermedad. El aumento de
las concentraciones séricas de acido urico es comun cuando hay %ran
carga leucémica, pues refleja aumento del catabolismo de las purinas.**
Radiografia de térax es necesaria para detectar crecimiento del timo, de
ganglios y masas mediastinicas, o derrame pleural.

La ultrasonografia es util para valorar la manifestacion de
hepatoesplenomegalia que no se detecta en clinica o edema testicular.

La tomografia nos sirve para localizar ganglios retroperitoneales.

La puncién lumbar. De forma habitual, la leucemia del sistema nervioso
central se define por la aparicion de al menos cinco leucocitos por microlitro




de liquido cefalorraquideo con células blasticas, mediante prueba
centrifugada.

e EIl procedimiento diagndstico por excelencia es el aspirado de médula
Osea, pues sirve para el estudio morfolégico de las células de la médula.®

e Citometria de flujo e inmunohistoquimica: Determinar el inmunofenotipo de
las células leucémicas basandose en ciertas proteinas presentes en o
sobre las células. Este tipo de prueba es muy util para determinar el tipo
exacto de leucemia. La citometria de flujo también se usa para calcular la
cantidad de ADN en las células leucémicas. Las células con mas ADN de lo
normal (un indice de ADN de 1.16 o mas) con frecuencia son mas sensibles
a la quimioterapia y estas leucemias tienen un mejor pronostico.

e Estudio citogenético. Es la identificacion de alteraciones cromosémicas de
valor prondstico. Como alternativa se utiliza la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), ya que tiene alta sensibilidad, cuando hay muy pocas
células leucémicas en una muestra.

Como ya se menciond, el estandar de oro para el diagnostico de LLA es el
aspirado de médula 6sea, de donde se obtiene una muestra para realizar estudios
de morfologia, citoquimica, fenotipo, cariotipo y/o de biologia molecular.
Con base en las caracteristicas morfolégicas de los linfoblastos, la LLA se
clasifica, de acuerdo al Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB).*?
1) LLA tipica o LLA-L1: en 75% de los casos con células B y anomalias
citogenéticas t (9:22), t (4:11) y t (1:19).
2) LLA atipica o LLA-L2: en 20%, y puede estar representada por células T y
anomalias citogenéticas 14911 o 7q34.
3) LLA parecida al linfoma de Burkitt o LLA-L3: con células B en 95% y células
similares al linfoma de Burkitt que tiene 1(8:14), t(8:22), t(2:8).
El fenotipo mas comun en pacientes con LLA corresponde al de células
precursoras B y representa el 80-85% de los casos de LLA infantil. El
inmunofenotipo T se asocia con caracteristicas clinicas de mal prondstico.¥

Factores prondsticos
Existen factores prondsticos que se incluyen para determinar si la LAL es de alto o
bajo riesgo, entre ellos encontramos:

¢ Edad. Los nifios menores de un afio y los nifios mayores de 10 afos se
consideran pacientes de alto riesgo, se emplea un tratamiento mas
agresivo.

¢ Género. Las ninas tienen mayores probabilidades de curarse que los nifos,
debido a los episodios de recaidas testiculares y, ademas, los nifios tienen
mayor riesgo de recaidas.

¢ Raza. Los nifios de raza negra y los nifios hispanos con leucemia linfocitica
aguda tienen una tasa de cura mas baja que los nifios de otras razas

¢ Recuento leucocitario: Un conteo de 50,000 células por mm3 se relaciona
con peor pronostico




¢ Inmunofenotipo de las células leucémicas: Los nifios con leucemia aguda
de células pre B o Pre B tempranas tienen mejor respuesta al tratamiento.

¢ Enfermedad extramedular: Si hay infiltracion a sistema nervioso o
testiculos, el prondstico es desfavorable.

Citogenética.

La investigacidn citogenética resulta imprescindible en el tratamiento de pacientes
pediatricos con LLA. El analisis de los cromosomas en metafase permite el cribado
de todo el genoma, detectando cambios cromosdémicos que implican genes
responsables de la transformacion neoplasica de las células linfoides. EI mayor
impacto en el tratamiento de nifios con LLA ha sido la demostracion de que las
anomalias cromosémicas son un indicador pronéstico independiente de otras
variables (edad, recuento de leucocitos y fenotipo). El 80 % de los nifios con LLA
muestran cariotipos alterados en el numero de cromosomas (ploidia) o como
cambios estructurales: translocaciones, inversiones o deleciones que tienen una
gran importancia pronostica.*®

ALTERACIONES CROMOSOMICAS NUMERICAS

La LLA puede clasificarse en cuatro subgrupos, basandose en el numero modal de
cromosomas en las células leucémicas: hiperdiploidia (cariotipos con mas de 46
cromosomas); seudodiploidia (46 cromosomas con alteraciones estructurales);
diploidia normal (46 cromosomas normales) e hipodiploidia (menos de 46
cromosomas).

HIPERDIPLOIDIA

El 25-30% de los nifos con LLA presentan hiperdiploidia de mas de 50
cromosomas. Aunque la mayoria de los cromosomas estan implicados, ciertos
cariotipos parecen ser prevalentes, desconociendo el significado de los
mecanismos para la ganancia preferencial de ciertos cromosomas.

El cromosoma 21 es el mas frecuente involucrado, seguido de los cromosomas 6,
4, 8, 10 y 14.® Los pacientes con hiperdiploidia de mas de 50 cromosomas
presentan factores de buen prondstico: edad entre 2 y 10 anos, recuento
leucocitario menor 10 x 109/I, morfologia L1 y un fenotipo inmaduro pre-B
(CD10+). Mas de la mitad de los casos presentan, ademads, alteraciones
estructurales. El porcentaje de curacion para estos pacientes oscila entre el 75 y el
80%, aunque el prondstico es menos favorable para los que presentan
alteraciones estructurales.

El grupo de 47-50 cromosomas representa el 13 % de los casos; la mayoria tienen
47 cromosomas. Este grupo se asocia con mayor frecuencia a alteraciones
estructurales (1q, 6q, 12?, 19p). Clinicamente presentan leucocitosis, altos valores
de DHL y mayor edad.*’
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HIPODIPLOIDIA

Los cariotipos con menos de 46 cromosomas son poco frecuentes, detectandose
en el 7-9% de los casos; la mayoria presentan 45 cromosomas con una alta
incidencia de alteraciones estructurales. La hipodiploidia puede deberse a la
pérdida completa de cromosomas, translocaciones desequilibradas o cromosomas
dicéntricos. La pérdida del cromosoma 20 es lo mas frecuente. Se asocia a una
supervivencia corta, pese a tratamientos intensivos. Los casos raros de
hipodiploidias de menos de 30 cromosomas tienen una media de supervivencia de
once meses."®

SEUDODIPLOIDIA

En todas las series es el grupo mayoritario con una incidencia del 30-40%,
caracterizado por 46 cromosomas con alteraciones estructurales. Se le define
como un subgrupo de alto riesgo con una edad superior a los diez afios, mayor
incidencia de subtipos morfolégicos L2 y L3, alto recuento de leucocitos y DHL. El
peor prondstico de este grupo es probablemente un reflejo de las alteraciones
cromosomicas estructurales. %

DIPLOIDIA NORMAL

El porcentaje de pacientes con cariotipo normal actualmente es del 26 %, los
cariotipos normales se detectan mas en pacientes con LLA-T. El prondstico para
este grupo parece ser intermedio entre la hiperdiploidia de mas de 50
cromosomas Y la seudodiploidia.

ALTERACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

Las alteraciones estructurales se detectan en mas del 60% de los casos y
practicamente en todos ellos se trata de alteraciones primarias, es decir,
alteraciones que no tienen lugar al azar, sino que afectan regiones cromosoémicas
donde, en la mayoria de los casos, se localizan oncogenes celulares o0 genes
supresores de tumores.

En el Cuadro No. 1 se muestran las alteraciones cromosémicas presentes en la
LLA mas frecuentes.

Cromosoma Filadelfia

El cromosoma Filadelfia (Ph) es el nombre dado al derivativo del cromosoma 22,
resultado de la 1(9;22)(q34;911). Lo presentan el 5% de las LAL pediatricas. Mas
del 40% de estos nifios presentan cambios adicionales que no parecen tener
implicaciones en el prondstico. Clinicamente, el cromosoma Filadelfia identifica un
importante  subgrupo caracterizado por una edad alta (>10 afos),
hiperleucocitosis, alta incidencia de morfologia L2 y cariotipos preferentemente
seudodiploides. La mayoria de los blastos con cromosoma filadelfia positivo
presentan un fenotipo pre-B (inmunoglobulinas citoplasmicas negativas) aunque
se han descrito casos con fenotipo T y leucemias bifenotipicas.®”

El prondstico es malo, aun con tratamientos de quimioterapia intensiva, por lo que
el trasplante alogénico de medula 6sea o el trasplante de células progenitoras de
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sangre periférica esta indicado en todos los casos.® La t(9;22) determina la
formacion del gen hibrido BCR/ABL.

La aplicacion de técnicas citomoleculares (hibridacion in situ fluorescente, FISH)
para la deteccion de clones con Ph+, demuestra una alta sensibilidad en la
deteccion del gen de fusion BCR/ABL con una especificidad entre el 95 y el 100%,
permitiendo visualizar la fusién del gen, tanto en metafase como en interfase,
cuantificar el clon Ph+ y, por lo tanto, conocer la respuesta al tratamiento.

Las técnicas moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa-transcripcion
inversa, RT-PCR) son mas sensibles en la deteccion de enfermedad minima
residual (EMR), pudiendo detectar la fusién del gen con una sensibilidad de 10°.
La persistencia de la clona Ph+ durante mas de 6 meses después del trasplante
es indicativo de un mal pronéstico. ??

Alteraciones cromosdmicas estructurales de LLA mas frecuentes

Alteracion cromosémica | Genes implicados | Frecuencia | Fenotipo Morfologia(FAB)
8924 c-myc 5% B L3
t(9;22)(q34;q11) BCR/ARL 5% Pre B L1, L2

del (99)(p21-22) MTSI/MTS2 7% B/T L1, L2
11923 MIL 3-10% Inmaduro preB

12p TEL 27% Pre B/T L1,L2
14911 TCR-alfa/delta 20% T L1>L2
t(1;19)(q23;p13) PRX/E2A 25% pre B L1

Cuadro 1. ANALES ESPANOLES DE PEDIATRIA. VOL. 55, N.o 1, 2001

Alteraciones en 11g23/LLA inmadura pre-B

Los reordenamientos del brazo largo del cromosoma 11 son mayoritariamente
translocaciones reciprocas y se identifican en el 8-10 % de los nifios con LLA. (23)
La alteracion mas frecuente es la t(4;11)(q21,923) seguida de la t(11;19)(q23;p13).
Se han descrito translocaciones con otros muchos cromosomas, el denominador
comun es la interrupcién o pérdida de funcién del gen localizado en 11g23.
Asociada a un alto recuento de células blancas > 100 x 10%L, organomegalias e
implicacién del sistema nervioso central. Es mas frecuente en nifios menores de
2 anos y género femenino. Las células leucémicas tienen morfologia L2 y fenotipo
inmaduro pre-B (CD10-) con expresion frecuente de marcadores mieloides, lo cual
sugiere que la translocacion podria ocurrir en una célula pluripotencial con
capacidad de diferenciacion en ambos linajes, linfoide y mieloide.*” El prondstico
de los pacientes es malo y unicamente el 75% consiguen la remision completa.
Las recaidas son precoces y la supervivencia es menor de dos afos, por lo que el
trasplante alogénico es el tratamiento de eleccion. %

Su prondstico va asociado a una edad joven, hiperleucocitosis y células blancas
que coexpresan antigenos mieloides y linfoides.
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Alteraciones en 19p13/LLA pre-B

Las dos translocaciones conocidas que implican la banda p13 del cromosoma 19
son la t(1;19)(923;p13) y la t(17;19)(q21;p13). La t(1;19) se halla en el 25% de los
nifios con LAL pre-B y expresién de inmunoglobulinas citoplasmicas.®®

Existen dos formas de la translocacion: la balanceada t(1;19)(g23;p13) y la
desbalanceada, der(19)t(1;19), que resulta en una trisomia del brazo largo del
cromosoma 1 y monosomia de la region distal del cromosoma 19p.

Las caracteristicas clinicas de LAL pre-B con t(1;19) incluyen una edad media de 5
afios, un recuento de células blancas de 21-28 x 10%/L, altos valores de LDH y un
indice de ADN < 1,6. Se asocia preferentemente con cariotipos seudodiploides y
una mala respuesta a tratamientos estandares.®”

La t(17;19) supone la fusion del gen E2A en 19p13 con el gen HLF en 17922. Se
han descrito muy pocos casos, con una edad media alta (14 afos) y una
supervivencia baja.

La (8;14)(g24;q32) y variantes estan asociadas especificamente con LLA-B
madura. Representan el 5% de todos los casos de LAL infantil. La mayoria de los
pacientes presentan enfermedad extramedular, con frecuente implicacion del SNC
y un curso clinico progresivo. Las células malignas se caracterizan por la
expresion de inmunoglobulinas de superficie (IgS) y morfologia L3. Alrededor del
65 % de los pacientes presentan la t(8;14)(q24;932). Son menos frecuentes las
variantes 1(8;22)(q24;q11) con una prevalencia del 12 % y la t(2;8)(p12;924) con
un 8 % de incidencia.

LLA delinaje T

La mayoria de las anomalias cromosomicas vistas en LLA-T implican regiones
cromosomicas donde estan ubicados genes de los receptores de linfocitos T
(TCR), 14911-q13 (cadenas alfa y delta), 7q32-36 y 7p15 (cadenas beta y gamma)
Las anomalias mas comunes en linaje T son las t(1;14)(p32;911),
t(10;14)(924;911), t(11;14)(p13;911) vy 1(7;9)(q34;932) que originan la
sobreexpresion de los oncogenes TAL1, HOX11, RHOM2, y TAL2,
respectivamente.® Sin embargo, sélo el 30% de los pacientes con LAL-T tienen
alteraciones en genes del TCR, las caracteristicas clinicas; el 50% presentan
masa mediastinica, alto recuento de leucocitos (valor medio de 50 x 10%L),
afectacion del SNC y mayor incidencia en varones menores de 9 afos.

La incidencia de cariotipos normales en LLA-T oscila entre el 30 y el 40%.

Linaje inespecifico del (6q)

Las deleciones 6q se detectan en el 4-6 % de los nifios con LLA, y se acompafian
con frecuencia de otras alteraciones cariotipicas. No se asocian a un
inmunofenotipo especifico, las alteraciones se presentan con mayor incidencia en
LLA-T.®® Las deleciones pueden ser intersticiales (6913-g21) o terminales (6qg21-
g23) pero siempre implican a la regién 6g21.
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Alteraciones en 9p

Las alteraciones del brazo corto del cromosoma 9 se identifican en el 7-12% de los
casos infantiles con LLA. Los nifios afectados por esta anomalia presentan
mayoritariamente blastos de estirpe T, linfoadenopatias, esplenomegalia,
hiperleucocitosis, edad de mas de 10 afios e implicacion del sistema nervioso.®?
Las alteraciones en 9p incluyen deleciones, translocaciones desbalanceadas o
pérdida de todo un cromosoma. La regién cromosomicamente implicada es 9p21-
p22 donde estan ubicados los genes de interferon (IFNA e IFNB1) y los genes
p16INK4A y p15INK4B que codifican proteinas que inhiben el ciclo de las cinasas
desempefiando un papel crucial en la progresion del ciclo celular, siendo genes
supresores de tumor.

Se han descrito casos en pacientes con inmunofenotipo de LLA inmadura pre-B,
pero con un tiempo de seguimiento corto para determinar el significado prondstico
de estas alteraciones citogenéticas.

Alteraciones del brazo corto del cromosoma 12

Las alteraciones cromosomicas del brazo corto del cromosoma 12 incluyen
deleciones y translocaciones con distintos cromosomas donadores 1, 3, 9, 10,
17.%Y La mayoria de los casos son pre-B con morfologia L1 y un recuento medio
de leucocitos de 3 x 10%I. El denominador comin de estos reordenamientos es el
punto de rotura 12p13, regién cromosodmica donde se encuentra ubicado el gen
TEL. Se han identificado TEL/MEN1 en t(12;22)(p13;q11), y TEL/ABL en
t(9;12)(q34;p13)?). Esta alteracion se encuentra entre el 23 y el 27% siendo la
alteracion cariotipica mas comun en pacientes pediatricos. Es posible ademas
que muchos casos descritos como del(12p) sean realmente translocaciones. Las
alteraciones en 12p determinan un mejor prondstico que el resto de las anomalias.

Cambios cromosdmicos no establecidos

Se ha encontrado que el 82% de los nifios presentan cambios estructurales, de los
cuales el 40% son cambios cromosémicos muy heterogéneos que constituyen
alteraciones citogenéticas secundarias, no especificas de LLA. Su valor pronéstico
no esta bien definido. Estos cambios secundarios pueden implicar cualquier
autosoma.

La mayoria son desequilibrados, conduciendo a pérdidas de material genético,
adiciones, isocromosomas Yy translocaciones complejas que determinan la
presencia de cromosomas marcadores. Esta heterogeneidad demuestra que
existen distintas configuraciones citogenéticas que confieren ventajas proliferativas
secundarias a las células tumorales o son el resultado de un fracaso en la
apoptosis.

Parece claro, por lo tanto, que genes con potencial oncogénico se encuentran por
todo el genoma y la formacion de proteinas aberrantes puede resultar de
reordenamientos cromosémicos en muy diversas localizaciones.
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3.1 JUSTIFICACION:

La LLA es el cancer mas frecuente en la edad pediatrica, por lo que es de suma
importancia identificar las alteraciones cromosémicas que determinan el riesgo.

Se clasifica en alto o bajo riesgo, junto con otros factores como edad, numero de
leucocitos al diagnéstico, infiltracion extramedular, inmunofenotipo y género. Todo
esto sera tomado en cuenta para determinar el tipo de tratamiento que
utilizaremos en cada paciente.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢ Qué alteraciones cromosomicas se detectan en nifos con Leucemia
Linfoblastica Aguda de novo que sean de importancia para clasificarlos en
pacientes de alto o bajo riesgo?
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3.2 OBJETIVO
OBJETIVO GENERAL

Identificar alteraciones cromosdmicas que tienen valor prondstico en pacientes
pediatricos con LLA por medio de citogenética clasica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar las ganancias y/o alteraciones cromosdmicas presentes en
pacientes con LLA de novo en edad pediatrica.

2. Aplicar técnicas alternativas de citogenética, como la hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) y/o PCR, para identificar alteraciones cromosdmicas
en caso de falla.

3. Correlacionar los datos clinicos al diagnostico con las alteraciones
cromosoémicas reportadas.
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3.3 MATERIAL Y METODO
Poblacion de estudio
Se incluyen pacientes pediatricos con diagndstico de novo de LLA, atendidos por

el Servicio de Oncopediatria, del Hospital Juarez de México.

3.3.1 Lugar de estudio
Servicio de Oncopediatria del Hospital Juarez de México y Laboratorio 3 de

Genética y Diagndéstico Molecular.

3.3.2 Tiempo: Mayo 2014- Mayo 2015.
3.3.3 Criterios de inclusion:
e Diagndéstico de LLA de novo.
¢ Sin tratamiento.
e Edad: 0- 18 afios
e Género: indistinto.
e Firma de la carta de asentimiento y consentimiento informado.
3.3.4 Criterios de exclusion.
e Diagnostico diferente LLA o secundaria.
e Cuando falte una carta de consentimiento.
e Cuando presente una alteracién especifica.
3.3.5 Criterios de eliminacion.
e Aquellos donde la muestra es insuficiente, para realizar el cariotipo.

e Retiran el consentimiento y asentimiento informado.

Método

+ Citogenética de médula 6sea

Manejo de muestra.
e Se colocaron 3-5 mlLde médula ésea en un tubo estéril con heparina

sodica.




Cultivo celular.

Se limpid la campana de flujo laminar con hipoclorito de sodio al 5%, agua
bidestilada y etanol al 75%.

Se esterilizaron por radiacion ultravioleta (UV) en un tiempo de 15 minutos;
tubos de 15 mL, gasas y guantes de latex.

Se centrifugd a 2500 rpm la muestra por cinco minutos.

Se hizo una relacion con respecto a la cantidad de glébulos rojos(G.R),

glébulos blancos(G.B) y plasma(P):

G.B G.B

Muestra G.B

25-30 gotas24 horas 3 gotas 24 horas 25-30 gotas24 horas

Cantidad 15 gotas 48 horas 2 gotas 48 horas 15 gotas 48 horas

7 gotas 72 horas 1-2 gotas 72 horas 7 gotas 72 horas

Se realizo el cultivo celular en un tubo de 15 mL por duplicado, con: 5 mL
del medio RPMI-1640 (suplementado con 10% de suero fetal bovino y 0.2
mL de antibidtico) y la muestra.

Se homogenizo la muestra, se incubo al 5% de CO2 a 37°C y se sacé en
48 horas.

Cosecha de la muestra.

Se incubd a 37°C la solucion hipoténica por 15 minutos, se sacd hasta su
uso.

Se homogenizaron las muestras y se agregaron 50 uL de bromuro de etidio
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y se incubd por dos horas a 37°C.

Se agregaron dos gotas de colchicina (1mg) (BioVision) a cada muestra, se
mezcld por inversion y se volvio a colocar en la incubadora de CO2 al 5%
por 15min.

Se centrifugaron las muestras cinco minutos a 2500 rpm a temperatura
ambiente (25°C).

Se desechd el sobrenadante y se agregd la solucién hipoténica (KCI)
(0.075M) hasta llegar a 8 mL. Se homogenizaron las muestras.

Se incubaron a 37°C durante 40 minutos.

Se centrifugaron las muestras por cinco minutos a 2500 rpm a temperatura
ambiente.

Se desechd el sobrenadante y se agregd la solucién de Carnoy (acido
acético y etanol en proporcion 1:3) (previamente mezclado por vortex el
botdn) hasta llegar a 5 mL.

Se reposaron las muestras 15 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugaron las muestras y se retird el sobrenadante.

Se empezaron los lavados de la muestra con la solucién Carnoy aforado a
5 mL y asi hasta cuatro lavados; si quedoé turbia la muestra se realizd un
nuevo lavado.

A la pastilla o el botdn celular formado se le agregé 0.5 mL de fijador.
Goteo de laminillas.

Se sacaron las laminillas del congelador.

Se encendié la plancha y se coloco una toallita de papel mojada.

Se coloco la laminilla en un vaso de agua (previamente desengrasada).

Se resuspendio el sedimento celular con una pipeta Pasteur y se depositd
la muestra en una laminilla verticalmente

Se tomo la muestra con la pipeta Pasteur y se deposité en la laminilla de
tipo barrido con una pipeta. Se etiquetd para evitar confusiones.

Se colocaron las laminillas en la plancha para su secado.

Las laminillas ya etiquetadas se colocaron en el porta-laminillas, se

incubaron a 37°C durante 48 horas para madurar éstas.




Se sacaron las laminillas y se verifico la presencia de metafases, también
si son adecuadas para el analisis de citogenética.
Se almacenaron al mismo tiempo tres laminillas a -70°C para su posterior

uso.

Técnica de Bandeo G

Se sumergié la laminilla en una solucién preparada con buffer de pH 7 y
Tripsina por 30 segundos.

Se lavé la lamina con agua destilada.

Se sumergio la laminilla en la solucion buffer de pH 7 por 15 segundos.

Se sumergio la laminilla en la solucion preparada con pH 6.8 y colorante de
Giemsa por 20 segundos.

Se sumergio la laminilla en la solucion preparada con pH 6.8 y colorante de
Wrigth por diez segundos.

Se seco6 haciendo compresion para absorber el exceso de agua.

Se ley6 en microscopia de contraste de fases.

Se armo el cariotipo.

Criterios para la valoracion del analisis citogenético.

Se considera una clona cuando:

3 0 mas metafases, repiten el mismo cromosoma extra.
2 0 mas metafases, presentan la misma anomalia estructural.

3 0 mas metafases, sufren la pérdida del mismo cromosoma.

Revision de la nomenclatura

La descripcion de los cariotipos caracterizados mediante técnicas de citogenética

convencional se ha realizado siguiendo las instrucciones descritas por el ISCN

(International Standing Commitee on Cytogenetic Nomenclature 2013).

20



Andlisis cromosomico através del Programa IKAROS

La busqueda de metafases se realiz6 mediante un patrén fijo de barrido del
portaobjetos con un objetivo de 10x, sin utilizar ningun método de seleccion previo.
El analisis de cada una de las metafases se realiz6 con un objetivo plano de
inmersion: la mayoria de las células anormales son las que tienen una mala
morfologia y las de mejor calidad son las células normales. Por ello es
fundamental no hacer una seleccion de las metafases que se estudian atendiendo
su calidad.

Programa IKAROS

El sistema de cariotipo IKAROS combina una interfaz de usuario grafica intuitiva

con una variedad de herramientas poderosas para proporcionar la flexibilidad, que

es necesaria para analizar los cariotipos incluso los mas complejos. (Figura 1).

Figura 1. http://www.metasystems-international.com/ikarosCamara MetaSystems
CoolCube La camara de alta resolucion de 1,3 megapixeles USB es compatible
con todos los productos MetaSystems imagen. Es especialmente adecuado para
situaciones de nivel de luz baja y de imagenes de fluorescencia. Tiene un
consumo de energia extremadamente bajo, y un disefio de carcasa optimizada
que mantiene el fresco sensor de imagen (12-Bit, 15 fps, 1360x1024 de
resolucién, 2.3 "sensor).
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e Captura de imagen. El amplio campo de vision reduce la necesidad de
capturas adicionales en el caso de metafases ampliamente extendidas.

¢ Procesamiento de imagenes automatico después de captura. Son definidos
por el usuario a simplificar de manera significativa la mejora de la imagen

después de la captura.

e La separacion de cromosomas y cariotipo. Es un procedimiento interactivo,
que requiere un control directo del usuario. (Figura 2, 3, 4 ).

http://www.metasystems-international.com/ikaros.

# + MetaSystems lkaros -
File Edit View Metaphase Filter Objects Help

Capture

Add. Capture

Obj. Threshold
Mask Meta.

Delete
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Check Objects

Save

[4lo16 > [4]A] 46, xY Versiong
8hu  |4868/2773 [cID:49 | GBand

Figura 2. Separacién de cromosomas a partir de metafase seleccionada para el cariotipo.
http://www.metasystems-international.com/ikaros.
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Figura 3.Separacion final de cromosomas a partir de metafase seleccionada para el cariotipo.
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Figura 4. Clasificacion de cromosomas a partir de metafase seleccionada para el cariotipo.
http://www.metasystems-international.com/ikaros.




3.4 DISENO DE ESTUDIO
DEFINICION DE VARIABLE

DEPENDIENTE:

Leucemia linfoblastica aguda: Enfermedad maligna que se caracteriza por una
proliferacion descontrolada de células linfoides inmaduras que invaden la médula
0sea, bloqueando la hematopoyesis normal, que se diagnostica de forma definitiva
por aspirado de médula 6sea donde se encuentre mas de 25% de blastos.

INDEPENDIENTES:

Alteraciones cromosOmicas: Cualquier alteracibn numérica o estructural
detectada en el cariotipo del paciente con LAL a través de citogenética clasica.

Cuenta de leucocitos: Recuento total del nUmero de leucocitos a través de
biometria hematica expresado en células/mcl.

Porcentaje de linfoblastos al diagndstico: Porcentaje de linfoblastos
encontrados al momento del diagnéstico.

Edad: Se registra la edad en anos al momento del diagnéstico.

Género: Caracteres sexuales externos que distinguen a un hombre y una muijer,
registrandose al momento del ingreso.

Inmunofenotipo: Asignar el linaje a la proliferacion blastica una vez definido el
diagnostico morfolégico y es util para predecir el comportamiento de las
poblaciones linfocitarias

CONSIDERACIONES ETICAS: Este tipo de estudio es de investigacion, sin
riesgo, por lo que no falta a la ética.
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3.5 RESULTADOS:

Se estudié a pacientes del servicio de oncopediatria del Hospital Juarez de México
con cuadro clinico sugestivo de LLA en el periodo de agosto de 2014 a junio de
2015, encontrandose a diez pacientes con aspirado de médula 6sea con un
porcentaje mayor de 25% de blastos, de los cuales se muestra la distribucion por
género, correspondiendo el 70% a hombres y 30% mujeres

Tabla 1. Distribucion de pacientes por género

Género FRECUENCIA | PORCENTAIJE
Masculino 7 70%
Femenino 3 30%
TOTAL 10 100%

GRAFICA 1.- Distribucién por sexo

SEXO

H masculino

B femenino
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TABLA 2. Distribucién por edades

Grupos etarios Frecuencia Porcentaje

10%
40%
20%
30%

Ima 1afho

2 a 5afios
6 a 12 afos
13 a 16 afios

w NN B

TOTAL 10 100%

GRAFICA 2. Distribucién por edades

EDAD

3.5 A

2.5 A

1.5 A

Imalano 2 a 5afios 6 a 12aflos 13 a 16anos

Se encontré que la mediana de la edad de presentacion de la LLA es de ocho
afnos; del total de la muestra, el 10% (n=1) corresponde a pacientes con edades
entre un mes y un afo con once meses, encontrandose el mayor porcentaje en
preescolares de 2-5 afos de edad, con un 40%, que corresponde a un total de la
muestra de 4 (n=4), el grupo etario de 6 a 12 afos con un 20% (n=2) y
finalmente el grupo de adolescentes de 12 a 16 anos un 30% (n=3), ocupando el
segundo lugar
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Tabla 3 Leucocitos al momento de hacer el diagndstico

Leucocitos al diagndstico | Frecuencia | Porcentaje
0-1000 1 10%
1000-2000 2 20%
2000-5000 3 30%
5000-10000 2 20%
10000-50000 2 20%
100,000 0 0%
Total 10 100%

Gréfica 3 Leucocitos al Diagndéstico

2.5 A

1.5 4

0.5 A

Leucocitos al diagndstico

B Frecuencia

Como se observa, al momento del diagndstico, ningun paciente presento
huperleucocitosis; leucocitos al diagnéstico mas de 100,000, encontrandose en
promedio al diagndstico de 9732 leucocitos, correspondiendo el mayor porcentaje
al grupo entre 2000 y 5000 leucocitos, que corresponde al 30% de la muestra

(n=3).
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Tabla 4. Resultados de cariotipo

CARIOTIPO; 46, XY

SEXO LEUCOCITOS LINFOBLASTOS SUBTIPO INMUNOFENOTIPO CARIOTIPO
M 5500 64% L2 Pre B 46,XY/47 XY, +mar
M 1610 94% L2 pre B 46,XY
M 3770 96% L2 pre B 46,XY
F 9020 81% L2 Pre B 46,XX
M 4000 60% L1-12 Pre B 46,XY
M 610 90% L2 Pre B 46,XY
F 47850 80% L1 Pre B 46,XX
M 1740 97% L1 Pre B 46,XY
M 20480 99% L2 Pre B 46,XY
F 2740 96% L2 Pre B 46,XX,t(8;21)(q24;922)
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4. DISCUSION

En el estudio que realizamos, se observd que la identificacion del riesgo en los
pacientes con LLA es de importancia y es vital realizar la clasificacion en alto o
bajo riesgo de acuerdo a la edad, cuenta de leucocitos al momento del
diagnodstico, anormalidades genéticas, inmunofenotipoy el género.

La mayor parte de diagnostico de LLA se detectd en el género masculino (70%), lo
cual representa un riesgo alto de recaida por la infiltracion a nivel testicular que
pueden presentar, corroborando la estadistica en nuestro pais con una incidencia
mayor en éste género®?

Debido a que la muestra es muy pequefa, no se pudieron observar alteraciones
de valor prondstico, pero se puede observar que los grupos de edades varian, y
solo se tiene cuatro pacientes que tienen edad de buen prondstico, encontrando a
dos pacientes (20%) en alto riesgo, que son los mayores de diez afios.

El cien por ciento de los pacientes correspondid a inmunofenotipo pre B,
confiriendo un valor de buen pronéstico. Dentro de los subtipos segun la
clasificacion FAB, el 70% corresponde a L2 y s6lo un 20% al tipo L1.

Se calculé una media de leucocitos al momento del diagnostico de 9732ul/dl,
ningun paciente cursdé con hiperleucocitosis; el porcentaje mayor lo ocupo el
grupo entre 2000 y 5000 ul/dl leucocitos, encontrandose en el grupo de riesgo
habitual.

Se encontraron sélo dos pacientes con alteraciones, una de ellas con un marcador
que se desconoce el origen y otro paciente con una translocacion 8;21; este tipo
de alteracién se asocia principalmente a la leucemia de estirpe T.

El 80% de los cariotipos fueron normales, pero no descarta que tengan
alteraciones cripticas como la t(12;2) que no se puede observar por esta
metodologia, desafortunadamente no se pudieron realizar metodologias de
citogenética molecular, ya que los cariotipos fueron en su gran mayoria normales.

No se encontraron alteraciones numéricas, por lo que no se pudo observar
asociacion entre el subtipo morfologico y el numero de hiperdiploidias, como esta
descrito.

Numerosos autores han propuesto que las alteraciones citogenéticas son uno de
los factores independientes de riesgo mas importantes en la sobrevida de
pacientes con LLA. Una ventaja que tiene la citogenética contra otras
metodologias de tipo molecular es que con ellas podemos detectar nuevas
alteraciones no reportadas en la literatura®®
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Como se observo con los resultados de éste estudio se corrobora lo reportado en
la literatura nacional e internacional, con respecto a la epidemiologia, la frecuencia
de género y edad; por ser una muestra pequefia no se encontraron las
alteraciones de cariotipo mas frecuentes, pero la adecuada clasificacion de ésta
enfermedad nos permitira brindarle al paciente una sobrevida mayor y un riesgo
menor de recaida.

Un correcto diagnostico de LLA debe incluir hoy en dia no solo la observacion
citomorfolégica sino, ademas, el inmunofenotipo que permite una primera
clasificacion que ayuda a definir rapidamente la estrategia terapéutica, el analisis
citogenético que brinda una amplia informacién sobre las alteraciones genéticas
observadas, y el analisis por técnicas de biologia molecular que aumenta la tasa
de deteccion de los posibles cambios que podamos tener.

Desafortunadamente no se realiz6 una metodologia molecular para identificar el
marcador ya que no se contaban con sondas para realizarla.
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5. CONCLUSION

La aplicacion de los distintos métodos diagnosticos produce un aumento en el
numero total de casos caracterizados con una mayor sensibilidad, por lo cual es
de gran importancia en la etapa diagndéstica de LLA con el fin de optimizar la
estratificacion del paciente de acuerdo a los grupos de riesgo. Esto tiene como
principal objetivo lograr la adecuacion del tratamiento, intensificandolo en aquellos
con mayor riesgo de presentar recaidas y disminuyendo su intensidad en los
grupos con mayores posibilidades de curacion, para evitar las potenciales
secuelas que una terapia agresiva puede ocasionar.

La citogenética convencional, complementada con estudios FISH, ha sido y es
imprescindible para una correcta clasificacion de LLA.

El cariotipo, ademas de ser una excelente herramienta pronostica, ha conducido a
estudios moleculares que han permitido una mayor comprension patogénica de la
LLA.

La continua aparicibn de nuevas y excitantes tecnologias moleculares vy
citogenéticas y su aplicacion conjunta, permitira el seguimiento de la enfermedad
minima residual de una forma mas comoda y exhaustiva y permitira desarrollar
nuevos agentes terapéuticos, que sean el blanco especifico para interferir los
productos de los genes aberrantes expresados en las células leucémicas.

El tratamiento de la LLA dirigido al riesgo, evaluado en el momento del
diagndstico, ha mejorado los porcentajes de supervivencia libre de eventos a cinco
afnos en los nifios con ésta enfermedad.
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